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Beschreibung 

Als Lipoproteine bezeichnet man hochmolekulare, wasserlosliche Komplexe, bestehend aus Lipiden (Cholesterin, 
Triglyceride, Phospholipide) und einem oder mehreren ganz bestimmten Proteinen, die Lipide komplexieren kOnnen 
5 und als Apolipoproteine bezeichnet werden Die Lipoproteine stellen die Funktionseinheit fur den Transport der wasser- 
unlOsiichen Lipide im Blutdar. Der Struktur der Lipoproteine ist gemeinsam, da3 sich die hydrophilen Anteile der Phos- 
pholipide und die hydrophilen Anteile der Apolipoproteine an der Oberflache, die hydrophoben Triglyceride und 
Cholesterinester hingegen im Inneren der spharischen Partikel anordnen (pseudomicellare Partikel). 

Die Lipoproteine werden in verschiedenen DichteWassen eingeteilt. Lipide besitzen eine wesentlich geringere 
io Dichte als Proteine. Fur erstere liegt das spezifische Gewicht unter 0,9 g/ml KBr, fur die Proteine Liber 1 ,28 g/ml KBr. 
Komplexe aus Lipiden und Proteinen liegen demzufolge in ihrer Dichte zwischen den genannten Extremwerten. In der 
Ultrazentrifuge konnen die Lipoproteine in 4 DichteWassen aufgetrennt werden. 

Chylomikronen (Dichte d < 0,95 g/ml) werden im Darm gebildet und transport! eren exogene Triglyceride, ihr Lipid- 
anteil betragt 98 - 99,5 %, der Proteinanteil 0,5 - 2 %; sie rahmen im Serum auf. 
15 VLDL (= Very Low Density Lipoproteine » Lipoproteine sehr niedriger Dichte; d < 1 ,006 g/ml ) werden in der Leber 

gebildet und transportieren den Hauptarrteil der endogenen Triglyceride und bestehen zu 85 - 90 % aus Lipiden und zu 
10-15% aus Protein. 

IDL (Intermediate Density Lipoproteine = Lipoproteine intermediarer Dichte; d = 1 ,006 - 1 ,019 g/ml) sind bei Stoff- 
wechselgesunden nur in sehr niedriger Konzentration nachweisbar und werden als Stoffwechselprodukte der VLDL 
20 oder Vorlaufermolekule der LDL aufgefaRt. 

LDL (Low Density Lipoproteine = Lipoproteine niedriger Dichte; d = 1,019 - 1 ,063 g/ml) transportieren den Haupt- 
anteil des Cholesterins im Blut Die LDL entstehen als Stoffwechselprodukt aus den VLDL und enthalten etwa 75 % 
Upide und 25 % Proteine. 

HDL (= High Density Lipoproteine = Lipoproteine hoher Dichte; d = 1 ,063 - 1 .21 g/ml) enthalten etwa 50 % Protein 
25 und 50 % Upide und werden als Vorlaufermolekule von Darm und Leber gebildet und im Plasma ausgeformt; sie k6n- 
nen Cholesterin aus den Zellen airfnehmen und zur Leber zurucktransportieren. Aufgrund der verschiedenen Kompo- 
sition und Morphologie sowie funktioneller Eigenschaften unterscheidet man die HDL-Subfraktionen HDL-j (1,055 - 
1,085 g/ml), HDL 2 (1,063 - 1,12 g/ml) und HDL 3 (1 ,12-1 ,21 g/ml). 

HDL sind keine einheitliche Substanz, sondern ein heterogenes Gemisch von Makromolekulen, die sich durch Par- 
30 tikelgroBe, chemische Zusammensetzung und physikochemische Eigenschaften unterscheiden. Refer enzmethode zur 
Darstellung der HDL ist die Flotation in der praparativen Ultrazentrifuge (d = 1 ,063 - 1,21 g/ml). Der uberwiegende Teil 
der in dieser Dichteklasse gefundenen Partikel hat folgende Eigenschaften: 

a) Elektrophorese: Wanderung in a- Position, 
35 b) Elektronenmikroskopie, spharische Partikel mit einem Durchmesser von 80 - 120 x 10" 10 m, 

c) chemische Komposition: Apo A-I-Anteil (30-35 %), Apo A-II-Anteil (10-15 %), Apo C-Anteil (3-5 %), Phospholi- 
pid-Anteil (25-30 %), Cholesterin/Cholesterinester-Anteil (15-20 %), Triglycerid-Anteil (3 - 5 %). 

Abhangig von der Isolierungstechnik und dem Gehalt von Lipoprotein (a) in verschiedenen Seren kOnnen in der 
40 HDL-Dichteklasse variable Mengen von Apo-B-enthaltenden Lipoproteinen (Lipoprotein (a), LDL) gefunden werden; 
andererseits sind geringe Verluste von HDL in die d > 1 .21 g/ml Dichteklasse bei praparativer Ultrazentrifugation zu ver- 
zeichnen. 

Die HDL-Fraktion laGt sich durch besondere Isolierungstechniken in verschiedene Subfraktionen auftrennen. Die 
fur Winische Belange wichtigsten Unterfraktionen werden als HDL 1 (1 ,055 - 1 ,085 g/ml), HDL 2 (1,063 - 1 ,125 g/ml) und 

45 HDL 3 (1 , 125 - 1 ,210 g/ml) bezeichnet. Sie zeichnen sich durch unterschiedliche Lipid- und Protein komposition en, phy- 
sikochemische und funktionelle Eigenschaften aus. 

Die Unterfraktion HDL-, lafBt sich durch spezielle Trenntechniken (z.B. Zonalzentrifugation, Heparin- Affinitatschro- 
matographie) isolieren. Sie enthalt Apo E als dominierende Proteinkomponente. Unter Cholesterinfutterung nimmt bei 
verschiedenen Tierspezies die Konzentration dieser Fraktion stark zu; man bezeichnet diese cholesterinreduzierte 

so HDL-Fraktion als HDLq. HDL^ ist auch beim Menschen nach mehrwSchiger cholesterinreicher Nahrung nachweisbar. 

Ungefahr 50 %der HDL-Masse sind Protein, 30 % Phospholipide. 10 bis 20 % Cholesterin- und Cholesterinester 
und 5 % Triglyceride. Das Lecithin/Sphingomyelin-Verhaltnis betragt 5:1, das Verhaltnis verestertes Cholesterin/freies 
Cholesterin etwa 3:1 . HDL 2 enthalt etwa 60 % Lipide und 40 % Protein, wahrend HDL 3 zu etwa 45 % aus Lipiden und 
zu etwa 55 % aus Proteinen besteht. Das Phosphatidylcholin/Sphingomyelin-Verhaltnis von freiem zu verestertem 

55 Cholesterin ist in den HDL 2 hSher als in den HDL 3 . HDLc enthalt einen besonders hohen Anteil an Apo E und Chole- 
sterinestern. Der Proteinanteil der HDL setzt sich aus mehreren Apolipoproteinen zusammen. Ungefahr 90 % des Pro- 
teinanteils der HDL bestehen aus Apo A-l und Apo A-ll. Das Mengenverhaltnis beider Apolipoproteine scheint in den 
Subpopulationen des HDL unterschiedlich zu sein und zum Teil von der jeweiligen Preparation mit dem Zonalrotor 
wurde in der HDL 2 -Fraktion ein molares Apo A-1/Apo A-ll Quotient von 9:1 und in der HDL 3 -Fraktion ein Quotient von 
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2:1 getunden. 

Crotonsaureamidderivale, deren Herstellung und deren Verwendung als Arzneimittel sind bekannt aus EP 484 
223. EP 529 500. EP 538 783. US 4 061 767 und EP 551 230 

Es wurde nun getunden. daG Verbindungen der Formel I sich in der HDL-Fraktion des Blutes anreicher n und Zube- 
5 reitungen enthaltend High Density Upoproteme und eine Verbindung der Formel I, zur Dosiserniedrigung der Verton- 
dung der Formel I bei gieicher Wirksamkeit fuhren Die Dosisreduzierung fuhrt ohne verringerte Wirksamkeit zur 
erhdhten Sicherheit bei der therapeutischen Anwendung. Gletchzeitig kCnnen die Therapiekosten erniedrigt werden. 
Ferner zeigen Zubereitungen, enthaltend Upoproteine und Verbindungen der Formel I, verlangerte Wirksamkeit bei 
Transplantationen. 

10 Die Erfindung betrifft daher eine Zubereitung enthaltend mindestens 

1) ein Upoprotein, 

2) eine Verbindung der Formel I 



20 




25 

und/oder eine gegebenenfalls stereoisomer Form der Verbindung der Formel I und/oder ein physiologisch ver- 
tragliches Salz der Verbindung der Formel I und 
3) einen pharmazeutischen Trager, wobei 

30 R 1 fur 

a) (C r C 4 )-Alkyi 

b) (C 3 -C 5 )-Cycloalkyl. 

c) (C 2 -C 6 )-Alkenyl oder 
35 d) (C 2 -C 6 )-Alkinyl, steht, 

R 2 fur 

a) -CF 3 , 
40 b) -0-CF 3l 

c) -S-CF 3 , 

d) -OH, 

e) -N0 2 , 

f) Halogen, 
45 g) Benzyl, 

h) Phenyl, 

i) -O-Phenyl. 
k) -CN 

I) -O-Phenyl. ein oder mehrfach substituiert durch 

1) (C r C 4 )-Alkyl, 

2) Halogen. 

3) -0-CF 3 oder 

4) -O-CH3. stent. 



50 



55 



R 3 fur 



a) (C r C 4 )-Alkyl. 

b) Halogen, oder 
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c) Wasserstoffatom steht, und 

Xfur 

5 a) eine -CH-Gruppe Oder 

b) Stickstoffatom, steht. 

Bevorzugt ist der Einsatz einer Verbindung der Formel I und/oder eine gegebenenfalls stereoisomere Form der 
Verbindung der Formel I und/oder ein Salz der Verbindung der Formel I, wobei 

10 

R 1 fur 

a) Methyl, 

b) Cyclopropyl Oder 

is c) (C 3 -C 5 )-Alkinyl steht, 

R 2 fur CF 3 Oder CN steht, 

R 3 fur Wasserstoffatom oder Methyl steht, und 

X fur eine -CH-Gruppe steht. 

20 

Insbesondere bevorzugt ist die Verwendung von N-(4-Trifluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy-crotons^ureamid, 2- 
Cyano-3-cyclopropyl-3-hydroxy-acrylsdure-(4-cyanophenyl)-amid oder N-(4-Trifluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxy- 
hept-2-en-6-in-carbonsaureamid. 

Die Herstellung der Verbindungen der Formel I eriolgt nach bekannten Verfahren wie sie in EP 484 223; EP 538 
25 783 oder EP 551 230 beschrieben werden. 

Unter dem Begriff Alkyl. Alkenyl oder Alkinyl werden Reste verstanden deren KohJenstoffkette geradkettig oder ver- 
zweigt sein kann. Ferner kOnnen die Alkenyl- oder Alkinyl- Reste auch mehrere Doppelbindungen beziehungsweise 
mehrere Dreifachbindungen enthalten. Cyciische Alkylreste sind beispielsweise 3- bis 5-gliedrige Monocyclen wie 
Cyclopropyl, Cyclobutyl oder Cyclopentyl. Die Ausgangsstoffe der chemischen Umsetzungen sind bekannt oder lassen 
30 sich nach literaturbekannten Methoden leicht herstellen. 

Lipoproteins die in der vorliegenden Erfindung verwendet werden, enthalten Upide und Proteine. Bevorzugte 
Lipide sind naturlich vorkommende Lipide in Blut oder Serum, wie Cholesterin, Cholesterinester, Triglyceride oder 
Phospholipide. Bevorzugte Proteine sind lipophile Proteine, bevorzugt lipophile Proteine aus Blut oder Serum. Die Pro- 
teine konnen auch chemisch modifiziert sein, beispielsweise mit Polyethylenglycol modifizierte Proteine. 
35 Das bevorzugte Protein zu Lipid- Verhaitnis betr&gt von etwa 20 % Protein zu 80 % Lipid, besonders bevorzugt von 

etwa 30 % Protein zu etwa 70 % Lipid, insbesondere bevorzugt von etwa 40 % Protein zu etwa 60 % Lipid, ganz beson- 
ders etwa 50 % Protein zu 50 % Lipid. Die Konzentration der Lipidkomponente variiert entsprechend der verwendeten 
Lipoproteine. 

Die Lipidkomponente der Lipoproteine enthalt beispielsweise von etwa 5 % bis 40 % Phospholipide, von etwa 1 % 
40 bis 20 % Triglyceride; von etwa 5 % bis 30 % Cholesterinester, oder von 1 % bis 5 % Cholesterin oder Mischungen der 
genannten Upidkomponenten. 

Die erfindungsgemafien Zubereitungen enthalten von etwa 1 % bis etwa 20 % vom Trockengewicht eine Verbin- 
dung der Formel I oder ein Salz der Verbindung der Formel I. 

Lipoproteine, die in der vorliegenden Erfindung verwendet werden k6nnen, sind in Tieren oder Menschen naturlich 
45 vorkommende Lipoproteine als solche, Lipoproteine, die aus nicht naturlichen Quellen stammen, oder chemisch modi- 
fizierte Lipoproteine. Bevorzugt sind Lipoproteine aus SSugetieren und insbesondere aus Menschen. Geeignete Lipo- 
proteine k6nnen aus Sauretieren wie Rindern, Pferden der Kaninchen gewonnen werden. Besonders geeignet sind 
Lipoproteine aus den zu behandelnden Patienten, da autologe Lipoproteine geringe bis keine Toxizitaten und Immun- 
ogenitaten aufweisen. 

so Bevorzugt sind HDL Lipoproteine geeignet und kcrinen aus Saugetieren wie Rindern, Pferden oder Kaninchen 

gewonnen werden. Besonders geeignet ist HDL aus dem zu behandelnden Patienten, da autologes HDL geringere bis 
keine Toxizitat und Immunogenitat aufweist als HDL aus Sauretieren. Es k6nnen jedoch auch HDL-Fraktionen, Subfrak- 
tionen oder HDL-Bestandteile in der erfindungsgemaBen Zubereitung eingesetzt werden. Ferner kann das HDL enzy- 
matisch oder chemisch modifiziert werden. 

55 Die erfindungsgemafle Zubereitung eignet sich beispielsweise zur Behandlung von 

Immunologischen Erkrankungen 

Krebserkrankungen wie Lungenkrebs, Leukamie, Eierstockkrebs, Sarkome, Kaposi's Sarkom, Meningiom, Darm- 
krebs. Lymphknotenkrebs, Hirntumore, Brustkrebs, Pankreaskrebs, Prostatakrebs oder Hautkrebs 
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Autoimmunerkrankungen wie systemischem Lupus erythematodes oder multipler Sklerose 
Rheumaerkrankungen 

Transplantationen Oder Graft- versus- Host -Reakti on en Oder Host-versus-Gratt-Reaktionen 

akule. chrontsche Oder hyperakute Absto3ungsreaktionen nach Transplantation von Organen wie Niere, Herz, 
5 Haul, Leber. Knochen, Blut oder Haare 

Erkrankungen, die durch stark proliferierende Zellen verursacht werden 

Psoriasis oder atypischer Dermatitis 

Allergie. Asthma, Urticaria, Rhinitis oder Uveitis 

Typ ll-Diabetes 

io - zystischer Fibrose, Kolitis, Leberf ibrose oder Sepsis. 

Die Erfindung betrifft auch em Verfahren zur Herstellung der Zubereitung, das dadurch gekennzeichnet ist, da3 
man die Verbindung der Formel I und/oder ein physiologisch vertragliches Salz der Verbindung der Formel I und HDL 
mit einem pharmazeutisch geeigneten und physiologisch annehmbaren Trager und gegeben entails weiteren geeigne- 
15 ten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungsform bringt 

Die erfindungsgemaBe Zubereitung kann intravenos Oder parenteral appliziert werden. Geeignete f lussige galeni- 
sche Darreichungsformen sind beispielsweise injizierbare Losungen. Suspensionen oder Emulsionen. 

Vorzugsweise wird die Zubereitung in Dosierungseinheiten hergestellt und verabreicht. wobei jede Einheit als akti- 
ver Bestandteil eine bestimrnte Dosis von der Verbindung der Formel I und/oder physiologisch vertragliche Salze der 
20 Verbindung der Formel I enthalt. Fur die Behandlung eines Patienten (70 kg), sind in fruhen Phasen eine intravenose 
Infusionsbehandlung von maximal 1200 mg pro Tag und in der spateren Rehabilitationsphase maximal 3 mal 300 mg 
pro Tag der Verbindung der Formel I und/oder der entsprechenden Salze der Verbindung der Formel I indiziert. 

Die Menge der Lipoproteine, insbesondere an HDL in der Zubereitung betragt von 0,1 ml bis 100 ml pro Tag. Die 
Mengenangabe ml HDL bezieht sich auf die Praparation gemaG Beispiel 1a P wobei das Serum und das HDL keine Ver- 
25 bindung der Formel I enthalt. 

Die anzuwendende Dosierung istselbstverstandlich abhangig von verschiedenen Faktoren wie dem zu behandeln- 
den Lebewesen (d.h. Mensch oder Tier), Alter, Gewicht. allgemeiner Gesundhertszustand, dem Schweregrad der Sym- 
ptome, der zu behandelnden Erkrankung, eventuellen Begleiterkrankungen (falls vorhanden), der Art der begleitenden 
Behandlung mit anderen Arzneimitteln oder der Hauf igkeit der Behandlung. Die Dosierungen werden im allgemeinen 
30 mehrfach pro Tag und vorzugsweise einmal bis dreimaJ pro Tag verabreicht. Die verwen-dete Menge der Verbindung 
der Formel I orientiert sich hierbei an der empfohlenen Tagesdosis der jeweiligen Verbindung der Formel I und der Los- 
lichkeit der Verbindung der Formel I in HDL. Im allgemeinen liegt die Konzentration der Verbindung der Formel I in der 
Zubereitung von 10 % bis 100 % der empfohlenen Tagesdosis, bevorzugt von 20 % bis 80 %, insbesondere bei 50 %. 
Die geeignete Therapie mit den erfindungsgemaRen Kombinationen besteht somit z.B. in der Verabreichung von einer, 
35 zwei oder drei Einzeldosierungen der erfindungsgemalSen Zubereitung bestehend aus 

1) 5 mg bis 50 mg, vorzugsweise von 10 mg bis 20 mg N-(4-Trifluormethy1phenyi)-2-cyan-3-hydroxy-aotonsaurea- 
mid und 

2) 0,1 ml bis 10 ml, vorzugsweise 1 ml bis 3 ml HDL, 

40 

wobei die Menge naturgemaft von der Zahl der Einzeldosierungen und auch der zu behandelnden Krankheit abhangig 
ist. Eine Einzeldosierung kann auch aus mehreren, gleichzeitig verabreichten Dosiereinheiten bestehen. Das Verhatt- 
nis der Verbindung der Formel I zur Menge an HDL in den Dosiereinheiten hangt von der Loslichkeit der Verbindung 
der Formel I in HDL ab. In der Regel werden je mg der Verbindung der Formel I von 0,01 bis 10 ml HDL eingesetzt, 
45 bevorzugt von 0.1 ml bis 5 ml HDL 

Ferner konnen die erf indungsgemaBen Zubereitungen auch zusammen mit anderen geeigneten Wirkstoffen, bei- 
spielsweise Arrtiuricopathika, Thrombocytenaggregationshemmern. Analgetika, steroidalen oder nichtstereoidalen 
Antiphlogtstika oder immunsuppressiven Verbindungen wie Cylosporin A, FK 506 oder Rapamycin eingesetzt werden. 

so Beispiel 1 

N-(4-Trrfluormethy1phenyl)-2-cyan-3-hydroxy-crotonsaureamid (Verbindung 1) in Lipoprotemfraktionen aus Humanse- 
rum 

55 Drei mannliche freiwillige Versuchspersonen erhalten an drei aufeinander folgenden Tagen oral je 100 mg N-(4- 

Trrfluormethylphenyl)-2-cyan-3-hydroxycrotonsauream»d in Pulverform. Etwa vier Stunden nach der letzten Medikation 
werden je 100 ml Blut entnommen Aus diesem Blut wird durch Zentrifugation Serum gewonnen 
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a) Preparation der Lipoprotein-Fraktionen 

Das Serum jeder Versuchsperson wird durch Einruhren von festem KBr, wobei je ml Serum 0,0199 g KBr einge- 
setzt werden, auf eine Dichte von 1,020 g/ml gebracht. Nach 20stundiger Zentrifugation bei 4°C und 140 000 xg setzt 
5 sich eine "very low density lipoprotein" (VLDL) enthaltende milchig-weiBe Lipoproteinschicht auf dem Serum ab. 

Nach vorsichtigem Abpipettieren dieser Schicht wird das verbliebene Serum mit 0,0628 g KBr/ml Serum vermischt, 
wobei eine Dichte von 1 ,063 g/ml erreicht wird. Nach 20stundiger Zentrifugation bei 4°C und 140 000 xg wird die brfiun- 
liche "low density lipoprotein" LDL-Schicht vom Serum abgenommen. 

Das verbliebene Serum wird mit 0,234 g KBr/ml Serum vermischt, wobei eine Dichte von 1 ,21 g/ml erreicht wird. Nach 
io 20stundiger Zentrifugation bei 4°C und 140 000 xg wird die "high density lipoprotein" HDL-Schicht abgenommen. 

Die erhaltenen HDL-Fraktionen werden in einen Dialyseschlauch mit einer AusschluBgrenze von 6000 - 8000 kD gege- 
ben und gegen einen Puffer pH 7,4 fur 72 Stunden dialysiert. Alle 24 Stunden wird der Puffer 2 bis 3 mal gewechselt. 
Die dialysierten HDL-Fraktionen kOnnen sofort verwendet werden Oder werden bei -80°C gelagert Nach der Dialyse 
wird eine Proteinbestimmung der dialysierten HDL-Fraktionen durchgefuhrt. Es ergibt sich ein Wert von etwa 20 mg 
is Protein pro ml dialysierte HDL-Fraktion. 

b) Extraktion der Verbindung 1 aus den Proben 

Dazu werden aus alien Lipoproteinfraktionen und zusatzlich vom Ausgangsplasma je 500 ^l abgenommen und 
20 langsam zu je 1200 *d Acetonitril zugetropft.' Die Proben werden 1 0 min im Ultraschallbad behandelt und 1 0 min bei 1 4 

000 xg abzentrifugiert. 

Bei den HDL-Proben bilden sich zwei Phasen, von denen die obere weiter verarbeitet wird. Von alien Proben wird der 
Uberstand abgenommen und uber Nacht im Trockenschrank bei 60°C eingedampft. Am n&chsten Tag werden die Pro- 
ben in je 100 H Methanol aufgenommen und analysiert. 

25 

c) Analysenmethode 

Die Proben werden mit Hochdruckflussigchromatographie (HPLC) analysiert. 

30 Laufmittel: 0,1 M H 3 P0 4 : Acetonitril 1:1 

Saule: LiChrospher 100 RP 18. 250 x 4 mm, 5 u, Fa. Merck AG 

FluBrate: 1,5ml/min 
Injektion: 50 jal je Probe 
Detektion: mit Diode-Array-Detektor 

35 

d) Ergebnis 

Es wird je eine Standardkurve mit der Verbindung 1 aufgenommen. Durch Vergleich der UV-Spektren mit der in den 
Proben gefundenen Substanz ergibt sich, daB im Plasma ausschlieBlich Verbindung 1 vorhanden ist. Die Gesamt- 
40 menge der im Plasma nachgewiesenen Substanz ist bei den drei Probanden wie foigt: Versuchsperson 1 (VP1) bei 
32,00 ug/ml, bei VP2 bei 9,61 ug/ml und bei VP3 bei 36,27 ^g/mi. 

AuBer im Vollplasma kann nur in den HDL-Fraktionen Verbindung 1 gefunden werden. Hier wird bei VP1 1,55 ug/ml, 
bei VP2 2,39 ug/ml und bei VP3 1 ,03 ug/ml der Verbindung 1 festgestellt. 

45 Beispiel 2 

Einflu3 von HDL auf die Wirkung von Verbindung 1 im Testmodell akute experimentelle allergische Encephalomyelitis 
(EAE) 

so Die Versuchsdurchfuhrung erfolgt wie in H.W. Schorlemmer und R.R. Bartlett (Agents Actions, 41, Special Confe- 

rence Issue: C271-C273, (1994)) beschrieben. 10 mg der Verbindung 1 werden in 1 ml der dialysierten HDL-Fraktion, 
geldst. Das HDL wird wie in Beispiel 1 beschrieben aus Rattenserum prdpariert. Dazu werden 100 mg der Verbindung 

1 in 10 ml dialysierte HDL-Fraktion gegeben und uber Nacht auf dem Magnetruhrer bei mittlerer Ruhrgeschwindigkeit 
und 4 °C geruhrt. Dann wird 3 mal fur 30 sec mit Ultraschall suspendiert und weitere 4 Stunden geruhrt. Zum SchluB 

55 wird die Zubereitung 15 min im Ultraschallbad behandelt. Die Zubereitung wird den Ratten intravends verabreicht. 

Verbindung 1 ohne HDL wird in einer Konzerrtration von 10 mg/ml LOsungsmittel (1 % Carboxymethylcellulose in 
Wasser) den Ratten intravenOs verabreicht. Die Konzentrationsangaben beziehen sich in Tabelle jeweils auf 1 kg 
Lebengewicht einer Ratte. Die Kontrollgruppe erhdlt nur LGsungsmittel (1 % Carboxymethylcellulose in Wasser) intra- 
vends verabreicht. Es werden jeweils 5 Lewis Ratten pro Experiment eingesetzt. Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse. 
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TabeHe 1 



Tage nach 
Injektion 


Verbindung 1 


Kontrolle 


HDL 0,2 ml/kg 
Ratte 


0.2 ml HDL + 2 
mg Verbin- 

UUiiy I /r\y 

Ratte 




20 mg/kg Ratte 


10 mg/kg Ratte 


2 mg/kg Ratte 
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o 


o 


0 


0 


0 


0 


9 


0 

yj 


o 


o 


0 


0 


0 


10 


o 


o 


0 


0,1 ±0,3 


0,2 ±0,5 


0 


11 


n 


n 




1,3 ±0.8 


1.3 ±0.9 


0 


12 


n 


o 


1 .4 + 1,5 


3,2 + 0.7 


2.3 + 1.1 


0 


13 




o 


2,7 + 1 ,4 


4,6 ±0.5 


3.6 ±0,8 


0 


14 


u 


n 


^ ft + 1 


5.8 ±0.9 


4,8 ±0,4 


0,2 ±0,5 


15 


u 


n 7 + n ft 




6.6 ±0.8 


5,7 + 1,0 


0.4 ± 1,0 


16 


n "3 n *z 


0 A -4- 1 fi 


A 5 -+ 1 d 

*T , O X 1 ,*T 


6,8 ±0,7 


6,8 ±0,5 


1,5± 1,3 


17 


0.6 ± 0.8 


3,6 ± 0.7 


3.2 ± 2.3 


7.0 ±0 


7,0 ±0 


2.0 ± 1.4 


18 


1,2 ± 0,9 


3,8 ±0,6 


2.9 ±2.4 






2,6 ± 1.9 


19 


1,8 ±0,9 


3,3 ±0,5 


2.6 ±2.5 






2.5 ± 1.6 


20 


2.2 ± 1,2 


1,9 ±0,4 


2.5 + 2,5 






1,8 ± 1,4 


21 


2,3 ± 1,4 


1,6 ±0,5 


2,4 ±2.6 






1,4 ± 1,2 


22 


2.3 ± 1.5 


1.2 ±0.4 


2.4 ±2,7 






1.4 ± 1,2 


23 


2.0 ± 1,9 


1,0 ± 0,4 


2.2 ± 2,8 






0,9 ±0,7 


24 


1,4 ±2.1 


0.8 ±0.7 


2,0 ± 2,8 






0,5 ±0,7 


25 


1,2 ±2.1 


0,2 ±0.4 


1,7 + 2,8 






0,2 ± 0,4 


26 


0,9 ±2,3 


0 


1,4 ±3,0 






0 


27 


0.7 ±2.2 




1,4 ±3,0 
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Die Ergebnisse zeigen, daR alle Tiere in der Kontrollgruppe und 0,2 ml HDL-Gruppe innerhalb von 17 Tagen ster- 
ben. In den Behandlungsgruppen 10 mg Verbindung 1 und 20 mg Verbindung 1 erfolgt ein verzGgertes Einsetzen der 
Erkrankung und das Verschwinden der Symptome nach etwa 26 Tagen. In der Behandlungsgruppe 2 mg Verbindung 
1 treten deutlich starkere Symptome auf und das AbWingen der Symptome erfolgt langsamer. In der Behandlungs- 
gruppe 0,2 ml HDL und 2 mg Verbindung 1 - erfindungsgema3e Zubereitung - erfolgt ein verzSgertes Einsetzen der 
Erkrankung und das Verschwinden der Symptome nach 25 Tagen. Die Verz6gerung der Erkrankung in der Behand- 
lungsgruppe 0.2 ml HDL und 2 mg Verbindung 1 entspricht etwa der Behandlungsgruppe 10 mg Verbindung 1 und die 
Schwere der aufgetretenen Symptome entspricht etwa der Behandlungsgruppe 20 mg Verbindung 1. Daher fuhrt die 
erfindungsgernafte Zubereitung zu einer Dosiserniedrigung der Verbindung 1 bei gleich guter Wirksamkeit. 

Beispiel 3 

N-(4-Trrfluormethytphenyl)-2-cyan-3-hydroxy-hept-2-en-6-in-carbonsaureamid Natriumsalz (Verbindung 2) 

50 g (0.15 mol) N-(4-Trifluormethylpheny1)-2-cyanch3-hydroxy-hept-2-en-6-in-c^nbonsaureamid werden in einem 
Zweiphasensyslem aus 50 ml 5 N Nlatronlauge und 500 ml Ethylacetat gelGst. die organische Phase abgetrennt, zwei- 
mal mrt wenig Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und emgeengt. Der Olige Ruckstand wird mit 500 ml 
tertjar-Butylmethylether aufgenommen und zur vollstandigen Kristallisation 4 Stunden (h) bei Raumtemperatur geruhrt, 
fiftnert und unter vermindertem Druck getrocknet. Zur vollstandigen Entfernung von LOsemitteiresten wird das kristal- 
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line Produkt in 500 ml Toluol 10 mir> unter RuckfluB suspendiert, unter Ruhren abgekuhlt, erneut abgesaugt und unter 
vermindertem Druck getrocknet Ausbeute: 41 ,1 g (77 %) vom Schmelzpunkt > 244°C Zersetzung (Zers.). 



5 


C 15 H 10 F3N2O2Na (330,24 g/mol): 




berechnet 


C: 54,0 


H: 3,5 


N: 8.4 


Na: 6,88 


(ber fur 1.1 % Wasser) 




gefunden 


C: 54,4 


H: 3,4 


N: 8,4 


Na: 6,5 


Wasser: 1,1 % 



10 



Beispiel 4 

15 2-Cyano-3-cyclopropyl*3-hydroxy-acrylsaure-(4-cyanophenyl)-amid Natriumsalz (Verbindung 3) 

15 g (0,059 mol) 2-Cyano-3-cyclopropyl-3-hydroxy-acrylsaure-(4-cyanophenyl)-amid werden in 120 ml Wasser und 
100 ml Aceton suspendiert und durch Zugabe von 60 ml 1 N NaOH in Losung gebracht. Nach Filtration von Spuren an 
ungelostem Material wird am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck auf etwa 200 mi aufkonzentriert, und bei 
20 0°C uber Nacht kristallisiert, abgesaugt und" unter vermindertem Druck getrocknet. 
Ausbeute: 13 g, Schmp. > 280°C. 



Ci 4 H 10 N 3 Na (275,24): 


berechnet 
gefunden 


C: 60,7 
C: 60.8 


H: 3,7 
H: 3,6 


N: 15.2 
N: 15,3 


(ber. fur 0.7% Wasser) 
Wasser: 0,7 % 



30 

Beispiel 5 

EinfluB von HDL im Testmodell akute TransplantationsabstoBung 

35 

Die Versuchsdurchfuhrung erfolgt wie in H.U. Schorlemmer etal. (Transplant Proceeding, Band 25, Nr. 1 (1993), 
Seiten 763 - 767) beschrieben. Als Transplantspender dienen weibliche Dark- Agouti- Ratten (RTI *avl); Empfangerrat- 
ten sind Lewis-Ratten (RTI*I) mit emem Korpergewicht von etwa 170 g. Die Ratten werden von Charles River-Wega, 
Sulzfeld, Deutschland. zur Verfugung gestellt. 

40 Hautstucke vom Schwanz, GrOBe etwa 0,5 x 1 ,0 cm, werden von den Dark Agouti-Ratten (DA) auf den Schwanz 
der Lewis-Ratten (LEW) ubertragen. Je Behandlungsgruppe werden 8 Tiere eingesetzt. AbstoBung ist definiert als 
transplantierte Haul mit harter Konsistenz und rotbrauner Farbe. Die Verbindungen 1, 2 und 3 sowie die HDL-Fraktio- 
nen werden wie in Beispiel 2 vorbereitet und den Tieren intravends (i.v.) verabreicht. Die Behandlung erfolgt mit den 
Praparaten am Tag der Transplantation und den neun (9) folgenden Tagen je einmal taglich. 

45 Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse. 



50 
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Tabelle 2 



5 


Applizierte Verbindungen 


Tag an dem AbstoBung des 
Transplantats erfolgt 


aurcnscnniuiicne mdsto- 
Gungszeit (Tage; x ± SD) 




Kontrolle 


7,7,7.8,8 


8.3 z 1.2 1 




0,4 ml HDL 


9, 9, 9 




10 


Vprbinduna 1 


18. 18. 18. 19. 20 


19.4 ± 1.3 




2,5 mg/kg Ratte/Tag 


20, 21, 21 






0,4 ml HDL + 2,5 mg Verbindung 1 / kg Ratte/Tag 


32,32,33, 33, 33 
33,33, 34 


32,9 ±0,6 


15 


Verbindung 1 

**k mn / kn Rattp / Taa 

O 1 1 iy / r\y riauc / iciy 


23, 23, 23, 23, 23 

24, 26, 26 


23,8 ± 1,4 




U,^ mi riL/L. + O lily Vcl Ul i lUUi iy i / r\y nanc / iay 


34, 34, 35, 35, 36, 36, 37, 37 


35.51 1,2 


20 


V/orhinHi inn P 


12, 13, 13, 13, 14 


14.5 ±2,3 


2,5 mg /kg Ratte / Tag 


15. 18. 18 






n a ml HDL +25 ma Verfoinduna 2 / ka Ratte / Taa 


21, 23, 24, 24, 25 
25, 25, 26 


24,1 1 1,6 


25 


V/or+\inHi inn P 
vci uii iuui iy <— 

R mn / kn Ratto / Tan 


15, 16, 18, 18, 18 
19, 19, 21 


18,0 ± 1,9 




n a ml wni a- ^ mn Vprhinduna 2 / ka Ratte / Taa 

U II II nUL +■ J II ty VCI Ui I iuui iy t / r\y i ia lic / iay 


25, 25. 27, 27. 29 


28.0±2.3 


30 




30, 30, 31 




Verbindung 3 

2,5 mg / kg Ratte / Tag 


13, 13, 14, 14, 16 
17, 18, 18 


15,4 ±2,1 




0,4 mg HDL + 2,5 mg Verbindung 3 / kg Ratte / Tag 


21, 22, 22, 22, 23 


22,61 1.1 


35 




23, 24. 24 






Verbindung 3 


16, 16, 17, 18, 19 


18,81 2,4 




5 mg / kg Ratte / Tag 


20, 22, 22 




40 


0,4 ml HDL + 5 mg Verbindung 3 / kg Ratte / Tag 


24, 24, 25. 25, 26 
27, 29. 29 


26,1 1 2.0 



Die Tabelle 2 zeigt, daft Zubereitungen, enthaltend HDL und eine Verbindung der Forme! I. den Zeitpunkt der 
AbstoGung deutiich verlangern. 

Beispiel 6 

Eirrf luG von LDL im Testmodell akute TransplantationsabstoGung LDL wird wie in Beispiel 1 a beschrieben aus Rat- 
tenserum gewonnen. Die Versuchsdurchfuhrung erfolgt wie in Beispiel 5 beschrieben. Die Behandlung erfolgt mit den 
Praparaten am Tag der Transplantation und an den folgenden 14 Tagen je emmal taglich 
Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse 
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Tabelle 3 



5 


Applizierte Verbindungen 


Tag an dem AbstoGung des Transplan- 
tats erfolgt 


durchschnittliche Absto- 
Bungszeit (Tage; x ± SD) 




Knntrnll^ 


13, 14, 14, 15, 15, 15, 15, 16, 16, 16 


14,9 ± 1 ,0 




f) 4 ml LDL 






10 


Verbindung 1 


OO OO OQ no OA OA O*^ 0*> Oft 
d.c., do, do, do, do, d<+, d**, do, do 


OO Q + -1 O 
dO,0 X l ,d 


P 1 mn/kn Rattp/Tan 
£— , \j 1 1 iyy r\y i icillc/ i ciy 








0,4 ml LDL + 2,5 mg Verbindung 1 / kg 

Ratto/Tan 


35. 36, 36, 37, 37, 37, 37, 38. 38, 38 


36,9 ± 1,0 


15 


Verbindung 1 

*^ mn / kn Ratto / Tan 


oc 0"7 0~7 OQ OQ OQ OQ OQ QH on 
dK), d I , d i , do, do, dzf, c^D t d\y, oU, OU 


OQ O -X. 1 Q 

do,o X I ,o 




n A ml 1 Ol m *^ mn V/orhinHi inn 1 / kn Ratto / Tan 
U,*r » i II L-LJ i_ -t-oiiiyvciuiiRjuiiy i / r\y naitc / idy 


4.0 Aft AO AC) 41 41 41 41 4? 4? 


40 ft + 0 ft 




Verbindung 2 


10 iq iq iq io on on 01 01 01 

io, io, iy, iy, iy, 2u, 2u, ci, ti, 


1Q A 4- 1 O 


20 


mg /r\g naue / lay 








0,4 ml LDL + 2,5 mg Verbindung 2 / kg Ratte / 
Tag 


28, 28, 28, 29, 30, 31. 31, 31, 31, 32 


29,9 + 1,5 


25 


Verbindung 2 


OO OO O A O yi O >4 0>4 Ovl OC OC OC 

22, 2o, 24, 24, 24, 24, 24, 20, 2o, 20 


O/f i a- i n 

24, I ± 1 ,U 


C ry-i/f ! Iff* Doffa / Ton 

o my / Kg naue / lag 








n 4 ml 1 HI _l. *5 mn V/orhinriunn P / kn RattA / Tan 
\j , *+ 1 1 ii i—i—/ 1— t j n iy vol ljii iuui iy <— i r\y riouo / >cty 


3S 3*5 36 36 36 37 37 37 37 38 


36,4 ±1,0 




Verbindung 3 


19, 19, 19, 20, 20, 21, 21, 21, 21, 22 


20,3 ± 1,1 


30 


2.5 mg / kg Ratte / Tag 








0,4 mg LDL + 2,5 mg Verbindung 3 / kg Ratte / 
Tag 


28, 28, 29, 29, 29, 30, 30, 31, 31, 32 


29,7 ± 1,3 




Verbindung 3 


23, 23, 23, 24, 24, 24, 24, 24, 25, 25 


23,9 ±0,7 


35 


5 mg / kg Ratte / Tag 








0,4 ml LDL + 5mg Verbindung 3 / kg Ratte / Tag 


34, 34, 34, 35, 35, 35, 36, 36, 36, 37 


35,2 ± 1,0 



40 

Die Tabelle 3 zeigt, daB Zubereitungen, enthaltend LDL und eine Verbindung der Formel I, den Zeitpunkt der 
AbstoBung deutlich verlangern. 

Patentanspruche 

45 

1. Zubereitung, enthaltend mindestens 

1) ein Lipoprotein, 

2) eine Verbindung der Formel I 

50 



55 
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und/oder eine gegebenenfalls stereoisomer Form der Verbindung der Formel I unoVoder ein physiologisch 
vertragliches Salz der Verbindung der Forme! I, und 
3) einen pharmazeutisch vertraglichen Trager, wobei 

R 1 fur 

a) (C r C 4 )-Alkyl. 

b) (C3-C 5 )-Cycloalkyl, 

c) (C2-C 6 )-AJkenyl oder 

d) (C 2 -C 6 )-Alkinyi, steht, 

R 2 fur 

a) -CF 3 , 

b) -O-CF3. 

c) -S-CF 3 , 

d) -OH, 

e) -r\l0 2 , 

f) Halogen, 

g) Benzyl, 

h) Phenyl, 

i) -O-Phenyl, 
k) -CN oder 

I) -O-Phenyl, ein oder mehrfach substituiert durch 

1) {C r C 4 )-A!kyl, 

2) Halogen, 

3) -OCF 3 oder 

4) -O-CH3, stent, 

R 3 fur 

a) (C r C 4 )-Alkyl, 

b) Halogen oder 

c) Wasserstoffatom steht, und 

Xfur 

a) eine -CH-Gruppe Oder 

b) Stickstoffatom, steht 

Zubereitung gemaB Anspruch 1. wobei man eine Verbindung der Formel I und/oder eine gegebenenfalls stereoi- 
somer Form der Verbindung der Formel I unoVoder em Salz der Verbindung der Formel I emsetzt. wobei 

R 1 fur 

a) Methyl, 
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b) Cyclopropyl oder 

c) (C 3 -C 5 )-Alkinyl steht, 

R 2 fur CF 3 oder CN steht, 

R 3 fur Wasserstoffatom oder Methyl steht, und 

X fur eine -CH-Gruppe steht. 

3. Zubereitung gemaG der Anspruche 1 oder 2, wobei man N-(4-Trrf luormethyf phenyl) -2-cyan-3-hydroxy-crotonsSure- 
amid, 2-Cyano-3-cyclopropyl-3-hydroxy-acrylsaure-(4-cyanophenyl)-amid oder N-(4-Trifluormethylphenyl)-2-cyan- 
3-hydroxy-hept-2-en-6-in-carbonsaureamid einsetzt 

4. Zubereitung gemaG einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daG als Lipoprotein 
Low Density Lipoproteine, eine High Density Lipoprotein -Fraktion, High Density Lipoprotein - Subfraktion oder ein 
High Density Lipoprotein-Bestandteil eingesetzt wird. 

5. Zubereitung gemaG Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daG als Lipoprotein HDL-,, HDL 2 . HDL 3 , HDL^ Apo E, 
Apo A- 1. Apo A- 1 1 oder Mischungen derselben eingesetzt werden. 

6. Zubereitung gemaG einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daG zusatzliche Wirk- 
stoffe aus der Gruppe Antiuricopathika, Thrombozytenaggregationshemmer, Analgetika, steroidale Antiphlogistika, 
nicht steroidale Antiphlogistika und immunsuppressive Verbindungen enthalten sind. 

7. Zubereitung gemaG Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daG Cylosporin A, FK 506 oder Rapamycin enthalten 
sind. 

8. Verwendung der Zubereitung gemaG der Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von immunologischen Erkrankungen. 

9. Verwendung gemaG Anspruch 8 zur Behandlung von akuten immunologischen Erkrankungen wie Sepsis Oder All- 
ergie, G raft- versus- Host- Reaktionen, Host-versus-Graft-Reaktionen, von akuten, chronischen oder hyperakuten 
AbstoGungsreaktionen nach Transplantation von Organen wie Niere, Herz, Haut, Leber, Knochen, Blut oder Haa- 
ren, von Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis, systemischem Lupus erythematodes oder multipler 
Skierose. Psoriasis, atypischer Dermatitis, Asthma, Urtikaria. Rhinitis, Uveitis, Typ ll-Diabetes, zystischer Fibrose, 
Kolitis, Leberfibrose, Krebserkrankungen wie Lungenkrebs, Leukamie, Eierstockkrebs, Sarkome, Kaposi's Sar- 
kom, Meningiom, Darmkrebs, Lymph knotenkrebs, Hirntumore, Brustkrebs, Pankreaskrebs, Prostatakrebs oder 
Hautkrebs. 

10. Verfahren zur Herstellung der Zubereitung gemaG der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daG man High 
Density Lipoproteine und eine Verbindung der Formel i und einen pharmazeutischen Trager zu einer pharmazeu- 
tischen Darreichungsform verarbeitet. 



